复发难治急性髓系白血病（AML）是白血病治疗的热点和难点，治疗方案局限且再诱导缓解率低。DNA甲基转移酶（DNMT3A）基因突变是正常核型AML（CN-AML）常见的突变之一，突变率为20%\~40%，主要位于第23号外显子第882位氨基酸，往往与疾病预后不良有关[@b1]--[@b3]。去甲基化药物再诱导治疗伴有DNMT3A突变的复发难治AML的临床疗效国内外报道较少。在本研究中，我们回顾性分析地西他滨联合预激方案再诱导治疗53例伴或不伴DNMT3A突变CN-AML患者的临床疗效，报告如下。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：2011年4月至2014年10月于我院接受地西他滨联合预激方案再诱导治疗的难治或复发CN-AML患者53例，其中24例伴DNMT3A基因突变（DNMT3A^+^），29例不伴DNMT3A基因突变（DNMT3A^−^）。所有患者均经骨髓细胞形态学、免疫分型、染色体核型分析及多重PCR检测确诊，诊断符合文献[@b4]--[@b5]标准。难治AML诊断标准：标准方案诱导化疗2个疗程未获完全缓解（CR）；第1次CR后6个月内复发；第1次CR后6个月后复发经原方案再诱导化疗失败；2次或2次以上复发；髓外白血病持续存在。复发AML诊断标准：CR后外周血重新出现白血病细胞或骨髓原始细胞大于0.050或髓外出现白血病细胞浸润。

2．染色体核型分析和基因突变检测：染色体核型分析采用骨髓细胞直接法和（或）短期培养法，按常规制备染色体标本，采用R显带技术进行核型分析。正常核型者至少分析20个分裂象，异常核型者至少分析10个分裂象，2个以上具有相同核型异常定为异常克隆。采用PCR产物测序法检测DNMT3A基因第23号外显子，FLT3基因第14、15号外显子，NPM1基因第12号外显子，c-kit基因第8、17号外显子及CEBPA全部编码区。

3．再诱导治疗：全部复发难治CN-AML患者均接受地西他滨联合预激方案再诱导化疗。包括①地西他滨+CAG方案：地西他滨20 mg·m^−2^·d^−1^，第1\~3天；阿克拉霉素20 mg/d，第1\~7天；阿糖胞苷40 mg·m^−2^·d^−1^（每12 h 1次），第1\~14天；G-CSF 300 µg/d，WBC\>20×10^9^/L时停用。②地西他滨+HCAG方案：地西他滨20 mg·m^−2^·d^−1^，第1\~3天；高三尖杉酯碱2 mg·m^−2^·d^−1^，第1\~7天；阿克拉霉素20 mg/d，第1\~7天；阿糖胞苷20 mg·m^−2^·d^−1^（每12 h 1次），第1\~14天；G-CSF 300 µg/d，WBC\>20×10^9^/L时停用。③地西他滨+IAG方案：地西他滨20 mg·m^−2^·d^−1^，第1\~3天；去甲氧柔红霉素累计8 mg/m^2^，隔日1次；阿糖胞苷20 mg·m^−2^·d^−1^（每12 h 1次），第1\~14天；G-CSF 300 µg/d，WBC\>20×10^9^/L时停用。

4．造血干细胞移植：后续治疗中，DNMT3A^+^组和DNMT3A^−^组中分别有12和13例患者行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）。预处理方案：22例采用改良BU/CY方案：司莫司汀250 mg/m^2^，−2 d；白消安0.8 mg/kg，每6 h 1次，−7\~−5 d；环磷酰胺1.8 g·m^−2^·d^−1^，−4、−3 d；阿糖胞苷2 g·m^−2^·d^−1^，−9、−8 d。3例采用减低剂量预处理方案：氟达拉滨30 mg·m^−2^·d^−1^，−7\~−2 d；白消安3.2 mg·m^−2^·d^−1^，−4、−3 d；阿糖胞苷0.5 g·m^−2^·d^−1^，−5\~−3 d。移植物抗宿主病（GVHD）预防：接受无关供者HLA全相合移植患者GVHD预防方案：抗胸腺细胞球蛋白2.5 mg·kg^−1^·d^−1^，−4\~−2 d；甲氨蝶呤15 mg·m^−2^·d^−1^，+1 d，10 mg·m^−2^·d^−1^，+3、+6、+11 d；环孢素（CsA）3 mg·kg^−1^·d^−1^，−8 d起；霉酚酸酯15 mg·kg^−1^·d^−1^，−8 d起。接受亲缘HLA单倍型移植患者GVHD预防方案：抗胸腺细胞球蛋白2.5 mg·kg^−1^·d^−1^，−5\~−2 d；甲氨蝶呤15 mg/m^2^，+1 d，10 mg/m^2^，+3、+6、+11 d；CsA 3 mg·kg^−1^·d^−1^，−9 d起；霉酚酸酯1.0 g/d，−9 d起。接受同胞HLA全相合造血干细胞移植的患者GVHD预防方案如下：甲氨蝶呤+1 d 15 mg/m^2^，+3、+6 d 10 mg/m^2^；CsA 3 mg·kg^−1^·d^−1^，−1 d开始。

5．疗效、不良反应评价标准及随访：疗效评价参照文献[@b5]标准。不良反应参照WHO急性及亚急性化疗药物不良反应分级标准来判定。总体生存（OS）时间定义为从疾病诊断之日至死亡或末次随访的时间，无病生存（DFS）时间定义为从疾病CR之日至首次复发或死亡。通过住院病历、门诊病历或电话进行随访，随访截止日期为2015年3月1日。

6．统计学处理：采用SPSS 19.0软件进行数据分析。组间均值（符合正态分布）比较采用Student\'s *t*检验，率的比较采用卡方检验。采用Kaplan-Meier法绘制生存曲线，通过Log-rank检验比较各组患者生存率的差异。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者一般特征：患者一般特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。24例DNMT3A^+^患者中复发10例，难治14例；29例DNMT3A^−^患者中复发13例，难治16例。24例DNMT3A^+^患者中10例髓系表达，14例为髓单核系表达；23例融合基因阴性，1例MLLT3-MLL阳性；合并其他基因突变情况：合并FLT3-ITD基因突变14例，合并NPM1基因突变1例，合并NPM1、CEBPA突变1例；突变位点分布：R882H位点14例、R882P位点3例、R882C位点4例、N879D位点1例、未知2例。

###### 53例接受地西他滨联合预激方案治疗的复发难治急性髓系白血病患者的临床特征

  特征                               伴DNMT3A基因突变(24例)   不伴DNMT3A基因突变(29例)   *P*值
  --------------------------------- ------------------------ -------------------------- -------
  年龄\[岁，*M*（范围）\]                  46(26\~68)                48(16\~72)          0.983
  性别（例，男/女）                          10/14                     19/10             0.083
  ECOG评分\[例(%)\]                                                                      0.682
   0                                        8(33.3)                   7(24.1)           
   1                                        11(45.8)                  13(44.8)          
   2                                        5(20.9)                   9(31.1)           
  FAB分型\[例(%)\]                                                                       0.240
   M~1~                                      1(4.2)                   5(17.2)           
   M~2~                                     8(33.2)                   9(31.1)           
   M~4~                                     7(29.2)                   4(13.8)           
   M~5~                                     7(29.2)                   5(17.2)           
   M~6~                                        0                       2(6.9)           
   不能分型                                  1(4.2)                   4(13.8)           
  骨髓原始细胞比例\[*M*（范围）\]     0.635(0.020\~0.920)       0.520(0.215\~0.840)      0.666
  WBC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]          19.5(0.5\~218.5)          8.6(0.3\~244.0)        0.394
  HGB\[g/L,*M*（范围）\]                  75(23\~113)               93(40\~139)          0.051
  PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]            48(11\~239)               45(10\~337)          0.964

2．地西他滨联合预激方案治疗效果：地西他滨联合预激方案治疗1个疗程后，24例DNMT3A^+^患者中CR 13例、部分缓解（PR）2例、未缓解（NR）7例、死亡2例，CR率为54.17%，总有效率（ORR）为62.50%。粒细胞缺乏中位时间为15（5\~43）d，血小板回升中位时间为15（4\~50）d。29例DNMT3A^−^患者中CR 11例、PR 3例、NR 10例、死亡5例，CR率为37.93%，ORR为48.28%。两组CR率及ORR差异均无统计学意义（*P*值分别为0.277、0.407）。基于欧洲白血病协会FLT3-ITD/NPM1/CEBPA基因突变危险度分层，将患者归为2组：合并FLT3-ITD^+^定义为高危组，其余患者定义为中低危组。24例DNMT3A^+^患者中伴FLT3-ITD^+^共14例，29例DNMT3A^−^患者中伴FLT3-ITD^+^共15例。对两组患者进行疗效比较，FLT3-ITD^+^/DNMT3A^+^组ORR为71.43%，CR率为64.29%，FLT3-ITD^+^/DNMT3A^−^组ORR为33.33%，CR率为26.67%，差异均有统计学意义（*P*值分别为0.040、0.042）。10例FLT3-ITD^−^/DNMT3A^+^患者ORR及CR率分别为50.00%及40.00%，14例FLT3-ITD^−^/DNMT3A^−^组ORR及CR率分别为64.29%及50.00%，两组ORR及CR率比较差异均无统计学意义（*P*值分别为0.678、0.697）。

3．不良反应：不良反应发生情况见[表2](#t02){ref-type="table"}。24例DNMT3A^+^患者及29例DNMT3A^−^患者均发生Ⅲ\~Ⅳ级血液学不良反应（100.0%）；其他不良反应包括感染、出血、肝功能损害、胃肠道反应等，无严重出血以及恶心、呕吐等不良反应。

###### 地西他滨联合预激方案治疗53例复发难治急性髓系白血病患者的不良反应\[例（%）\]

  不良反应          伴DNMT3A突变(24例)   不伴DNMT3A突变(29例)   *P*值
  ---------------- -------------------- ---------------------- -------
  胃肠道反应              1(4.2)               4(13.8)          0.400
   Ⅰ\~Ⅱ级                   0                  3(10.3)         
   Ⅲ\~Ⅳ级                 1(4.2)                1(3.5)         
  Ⅲ\~Ⅳ级骨髓抑制        24(100.0)             29(100.0)         1.000
  感染                   9(37.5)               8(27.7)          0.620
   Ⅰ\~Ⅱ级                4(16.7)                2(7.0)         
   Ⅲ\~Ⅳ级                5(20.8)               6(20.7)         
  肝功能损害              1(4.2)                2(7.0)          1.000
   Ⅰ\~Ⅱ级                 1(4.2)                1(3.5)         
   Ⅲ\~Ⅳ级                   0                   1(3.5)         
  Ⅲ\~Ⅳ级肺部感染         11(45.9)              12(41.4)         0.745
  出血                  24(100.0)             29(100.0)         0.487
   Ⅰ\~Ⅱ级                21(87.5)              23(79.3)        
   Ⅲ\~Ⅳ级                3(12.5)               6(20.7)         

4．生存分析：24例DNMT3A^+^患者中位OS时间为20（1\~37）个月，1年OS率为59.58%，1年DFS率为52.17%；29例DNMT3A^−^患者中位OS时间为15（0\~28）个月，1年OS率为54.09%，1年DFS率为41.89%。两组1年OS及DFS率差异均无统计学意义（*P*值分别为0.438、0.131）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![地西他滨联合预激方案再诱导治疗53例复发难治正常核型急性髓系白血病（CN-AML）患者总生存（A）及无病生存（B）情况](cjh-36-12-1025-g001){#figure1}

25例（21例CR，4例PR）患者后期行allo-HSCT，中位随访时间为12（0\~37）个月。其中，DNMT3A^+^组中同胞全相合移植5例，无关全相合移植2例，单倍体移植5例；DNMT3A^−^组中同胞全相合移植7例，无关全相合移植2例，单倍体移植4例，两组移植方式比较差异无统计学意义（*P*=0.866）。DNMT3A^+^组回输单个核细胞（MNC）中位数为9.56（5.91\~14.25）×10^8^/L，回输CD34^+^细胞中位数为4.50（2.57\~7.45）×10^6^/L；DNMT3A^−^组回输MNC中位数为7.86（3.37\~16.80）×10^8^/L，回输CD34^+^细胞中位数为3.32（1.38\~5.50）×10^6^/L，两组比较差异均无统计学意义（*P*值分别为0.429、0.127）。DNMT3A^+^ CN-AML患者中位OS时间未达到，1年OS率为87.50%，1年DFS率为72.73%；DNMT3A^−^CN-AML患者中位OS时间未达到，1年OS率为61.54%，1年DFS率为58.02%，两组比较差异均无统计学意义（*P*值分别为0.456、0.217）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![25例复发难治正常核型急性髓系白血病（CN-AML）患者行地西他滨联合预激方案后桥接异基因造血干细胞移植的总生存（A）及无病生存（B）情况](cjh-36-12-1025-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

近年来，随着标准诱导化疗方案的应用，AML的CR率得到了极大提高，但难治及复发AML的化疗缓解率仍然较低。DNA甲基化在维持正常细胞功能、遗传印记、胚胎发育以及人类肿瘤发生中起重要作用，是目前新的研究热点之一。随着对表观遗传学的深入研究，多项研究发现AML发病机制中有DNA甲基化的参与[@b6]--[@b7]。DNMT3A基因突变是AML常见的基因突变，该基因位于染色体2p23，DNA全长109 615 bp，开放读码框（ORF）4 314 bp，蛋白编码区（CDS）2 739 bp，编码912个氨基酸。DNMT3A主要解码甲基转移酶，催化甲基至CpG岛的胞嘧啶残基，引起下游基因的表达减少。Mizuno等[@b8]发现，DNMT家族在AML中有较高的表达水平，并且认为DNMT表达的上调会引发超甲基化最终导致白血病的发生。在成人AML患者中，存在大约22%的DNMT3A基因突变，并且与疾病的不良预后有独立的关系[@b2]--[@b3]。

Thomas[@b9]认为TET2、IDH1/2和DNMT3A等突变患者对于DNMT抑制剂反应率更高，DNMT对于AML的治疗提供了较好的表观遗传学靶点。地西他滨作为DNMT抑制剂，能够诱导造血干细胞分化和DNA去甲基化，近年来应用于治疗多种血液系统恶性肿瘤。地西他滨的去甲基化作用主要是通过抑制DNMT使基因组中局部高甲基化CpG岛发生去甲基化，从而使抑癌基因重新活化，而这种去甲基化作用对于已处于低甲基化状态的其他基因的影响不大[@b10]。自从地西他滨用于治疗骨髓增生异常综合征（MDS）取得明确疗效以后，越来越多的研究者开始尝试将其应用于治疗AML，尤其是复发难治AML以及老年AML。

Chowdhury等[@b11]采用地西他滨联合吉姆单抗治疗12例复发难治AML患者，5例患者获得CR。在一项地西他滨联合雷帕霉素的Ⅰ期临床试验中，Liesveld等[@b12]通过地西他滨联合雷帕霉素治疗13例复发难治AML患者，1个疗程后4例患者治疗有效，ORR达31%。Ganguly等[@b13]对8例造血干细胞移植术后复发的患者应用地西他滨治疗，ORR为25%，并且认为造血干细胞移植后明显复发的患者并不适合接受地西他滨治疗，但在早期形态或者遗传学、分子学复发的患者中可能有效。Song等[@b14]采用地西他滨联合其他方案治疗20例复发难治及老年AML患者，CR率达55%，并且7例患者1个疗程后可达CR。Ritchie等[@b15]通过地西他滨联合其他方案治疗102例复发难治AML患者，结果显示ORR为15.7%，其中化疗有效的患者中最多者接受28个疗程的化疗。郝杰等[@b16]采用地西他滨联合其他方案治疗复发难治AML患者，9例难治患者有效率为33.3%，10例复发患者有效率为60%，ORR为47.4%。靖彧等[@b17]采用地西他滨联合预激方案治疗5例AML1-ETO阳性复发难治AML患者，4例治疗有效。

本研究中53例患者均接受地西他滨联合预激方案再诱导治疗。1个疗程后，24例DNMT3A^+^ CN-AML患者CR率为54.17%，ORR为62.50%；29例DNMT3A^−^患者CR率为37.93%，ORR为48.28%，差异无统计学意义。FLT3-ITD^+^/DNMT3A^+^组与FLT3-ITD^+^/DNMT3A^−^组ORR及CR率差异均有统计学意义（*P*值分别为0.040、0.042）。生存分析显示，DNMT3A^+^ CN-AML患者与DNMT3A^−^CN-AML患者生存情况比较差异均无统计学意义。行allo-HSCT的患者中，DNMT3A^+^ CN-AML患者1年OS率为87.50%，1年DFS率为72.73%；DNMT3A^−^CN-AML患者1年OS率为61.54%，1年DFS率为58.02%，两组比较差异无统计学意义。

相关文献报道地西他滨联合化疗治疗复发难治AML患者的ORR均低于50%，本研究中伴DNMT3A^+^组ORR达62.50%，DNMT3A^−^组ORR为48.28%。在FLT3-ITD^+^/DNMT3A^+^及FLT3-ITD^+^/DNMT3A^−^组的疗效对比中，可发现伴高危的FLT3-ITD基因突变的患者中，伴有DNMT3A^+^者对地西他滨治疗的反应率更高（*P*\<0.05），表明地西他滨在复发难治AML，特别是FLT3-ITD^+^/DNMT3A^+^ AML患者疗效较好，后期行allo-HSCT可改善复发难治AML患者的预后。吴倩等[@b18]报道对19例AML/MDS患者行地西他滨桥接移植治疗，移植后2年OS率为57.89%。本研究中病例数较少，地西他滨的最佳给药模式、与其他药物的联合治疗效果以及桥接allo-HSCT的疗效仍有待于大样本临床研究进一步阐明。

本研究结果表明，地西他滨联合预激方案是复发难治CN-AML有效且安全的再诱导治疗手段，FLT3-ITD^+^/DNMT3A^+^ CN-AML组对地西他滨联合预激方案的反应率优于FLT3-ITD^+^/DNMT3A^−^CN-AML组。地西他滨桥接allo-HSCT可以提高患者的OS率。
